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まれる TG は血管内皮に係留されているリポタンパク質リパーゼ(LPL; Lipoprotein 
Lipase, EC 3.1.1.34)によって加水分解を受ける 2)。 この LPL と反応することによ
って生じたより高比重のリポタンパク質は、次いで肝性リパーゼ(HTGL; Hepatic 
Triacylglyceride Lipase, EC 3.1.1.3)によりリポタンパク質中の TG は加水分解を受
けさらに一層高比重のリポタンパク質と遊離脂肪酸(FFA)およびグリセロールを生じ、




すなわち HTGL は、生体における TG や FFA などのレベルを調節することで脂質代
謝上、極めて重要な一役を担っていると言える。 そのため、HTGL の欠損は、TG
と VLDL の蓄積を生じ、脂質異常症を発症する 6)。 
この HTGL は分泌型糖タンパク質として肝実質細胞において合成され、N 末端リ
ーダーペプチドが失われ、ラットでは 52～55kDa の高マンノース型となり、ゴルジ
による輸送過程で、シアル酸を含むオリゴ糖の修飾を受け、成熟した 57～59kDa の














































HTGL            Hepatic Triacylglyceride Lipase 
AC               Adenylate Cyclase 
Adrenaline        (R)-4-(1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl)benzene-1,2-diol 
Amiloride         3,5-Diamino-N-(aminoiminomethyl)-6-chloropyrizinamide 
ATP             Adenosine-5’-triphosphate 
BSA              Bovine Serum Albumin 
Calphostin C      [(2R)-1-[3,10-dihydroxy-12-[(2R)-2-(4-oxy)carbonyloxypropyl]- 
2,6,7,11-tetramethoxy1-yl]propan-2yl] benzoate 
CaMK-II          Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinaseⅡ 
Chelerythrine     1,2-Dimethoxy-12methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-c]phenanthrid- 
-in-12-ium 
cAMP            Adenosine 3’,5’-cyclic monophosphate 
CYP              Cytochrome P450 
DAG             Diacylglycerol 
DGK             Diacylglycerol kinase 
DMSO            Dimethyl sulfoxide 
Doxazosin        (RS)-2-[4-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxine-2-carbonyl)piperazin- 
-1-yl]-6,7-dimethoxyquinazolin-4-amine 
DTT              Dithiothreitol 
EDTA            Ethlene Glycol Tetraacetic Acid 
EGF             Epidermal Growth Factor 
EGTA            Ethlene Glycol-bis(β-aminoethyl Ether)-N,N,N’,N’- 
Tetraacetic Acid 
Epac             Exchange protein directly activated by cAMP 
FBS              Fetal Bovine Serum 




H-89       N-[2-[[3-(4-Bromophenyl)-2-propenyl]amino]ethyl]-5-isoquino- 
-linesulfonamide 
HBSS            Hanks’ Balanced Salt Solution 10×Concentrated 
HDL             High Density Lipoprotein 
Herbimycin A     [(2R,3S,5S,6R,7S,8E,10R,11S,12E,14E)-2,5,6,11-tetramethoxy- 
3,7,9,15-tetramethyl-16,20,22-trioxo-17-azabicyclo[16.3.1]doc- 
-osa-8,12,14,18,21-pentaen-10-yl]carbamate 
Hepes            N-2-Hydroxyethyl Piperazine-N-2-ethanesulfonic Acid 
HMG-CoA        3-Hydroxy-3-methlglutaryl-coenzyme A 
HRP             Horseradish peroxidase 
IP3               Inositol-1,4,5-triphosphate 
Isoproterenol     (R)-3,4-dihydroxy-α-(isopropylaminomethyl)benzyl alcohol 
KN-62           4-[(2S)-2-[(5-Isoquinolinylsulfonyl)methylamino]-3-oxo-3-(4-p- 
-henyl-1-piperazinyl)propyl] phenylisoquinolinesulfonic acid 
ester 
KN-92            2-[N-(4-Methoxybenzenesulfonyl)]amino-N-(4-chlorocinnamyl) 
-N-methylbenzylamine, Phosphate 
KN-93            2-[N-(2-hydroxyethyl)-N-(4-methoxybenzenesulfonyl)]-amino- 
N-(4chlorocinnamyl)-N-merhylbenzylamine 
KT5720          (9R,10S,12S)-2,3,9,10,11,12-Hexahydro-10-hydroxy-9-methyl-1 
-oxo-9,12-epoxy-1H-diindol-o[1,2,3-fg:3',2',1'-kl]pyrrolo[3,4-i] 
                  [1,6]benzodiazocine-10-carboxylic acid, hexyl ester 
LDL              Low Density Lipoprotein 
L-nor-adrenaline  l-1-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-aminoethanol 
LPL              Lipoprotein Lipase 
LY294002         2-Morpholin-4-yl-8-phenylchromen-4-one 
MDL-12,330A     Cis-N-(2-Phenylcyclopentyl)azacyclotridec-1-en-2-amine 
5-Methylurapidil  5-Methyl-6[[3-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]-propyl]- 
amino]-1,3-dimethyluracil 
MOPS           3-(N-Morpholino) Propane Sulfonic acid 
OCT             Organic Cation Transporter 
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PBS             Phosphate buffered saline 
PDE             Phosphodiesterase 
Phenylephrine    (R)-3-(1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl)phenol 
PI3K            Phosphoinositide 3-kinase 
PIP2             Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 
PKA             Cyclic AMP dependent Protein kinase 
PKC             Protein kinase C 
PLC             Phospholipase C 
PMSF           Phenylmethylsulfonyl fluoride 
PP2             4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimi- 
-dine 
PP3             4-Amino-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidine 
Prazosin         1-[4-Amino-6,7-dimethoxy-quinazolin-2-yl]-4-[2-furoyl]- 
                 -piperazine 
PVDF           Polyvinylidene difluoride 
Quin2/AM       8-Amino-2-[(2-amino-5-methylphenoxy)methyl]-6-methoxyqu- 
-inoline-N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetraacetoxymethylester 
R59949          3-[2-[4-[Bis(4-fluorophenyl)methylidene]piperidin-1-yl]ethyl]-2- 
                 sulfanylidene-1H-quinazolin-4-one 
SDS-PAGE      Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
SH              Src homology 
SKF-525A       α-Phenyl-α-propylbenzeneacetic acid 2-(diethylamino) ethyl  
Ester 
Src                Proto-oncogene tyrosine-protein kinase 
ST-638          α-Cyan-3-ethoxy-4-hydroxy-5-phenyl-tiomethylcinnamide 
TBA             Tetrabutylammonium 
TCA             Trichloroacetic acid 
Terazosin        (RS)-6,7-dimethoxy-2-[4-(tetrahydrofuran-2-ylcarbonyl)piper- 
-azin-1-yl]quinazolin-4-amine 
TG              Triacylglyceride 
TPA             Phorbol 12-Myristate 13-Acetate 
Tris             Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
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Triton X-100     Polyoxyethlene(10) Octylphenyl Ether 
Tween 20        Polyoxyethlene(20) sorbitan monolaurate 
U-73122         1-[6-((17β-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl)amino)hexyl]- 
1H-pyrrole-2,5-dione 
U-73343         1-[6-((17β-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl)amino)hexyl]- 
2,5-pyrrolidinedione 
VLDL           Very Low Density Lipoprotein 
W-5             N-(6-Aminohexyl)-1-naphthalenesulfonamide hydrochloride 
W-7             N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide 
                Hydrochloride 





第１章 プラゾシンによる初代培養ラット肝細胞からの        















































PP3、Terazosin、Williams’ medium E はシグマ社から、ハンクス①は日水製薬から、
SKF-525A はメルクミリポア社から、トリプシンインヒビター(大豆製)及び Hanks’ 
Balanced Salt Solution(HBSS)、 ST638 はライフテクノロジーズ社から、
Triolein,[carboxyl-14C]- (2.59GBq/mmol)はパーキンエルマー社から、リッキシンチ






体重 200～300g の Wistar 系雄性ラット(清水実験材料)を購入後、1～2 週間、固形









肝実質細胞はコラゲナーゼを用いた Berry＆Friend の方法 30)を一部改変 31)して、
分離精製した。 24 時間絶食した Wistar 系雄性ラットを開腹後、門脈内に留置針(サ




その後、遠心(90×g, 1min, 4℃; クボタ製 5922 型)し、細胞を沈降させた。 上清を
除いた後、氷冷ハンクス溶液を同量加えて細胞を懸濁・分散させ、遠心(50×g, 1min, 
4℃; クボタ製 5922 型)を 2 回繰り返し、得られた沈殿分画を遊離肝実質細胞とした。 
採取した遊離肝実質細胞はWilliams’ medium E培養液(0.22% NaHCO3, 10% FBS, 
10-8M インスリン, 10-8M デキサメタゾン, 5kIU アプロチニン 含有, pH 6.9)を用い、
プラスチックディッシュ(FALCON PRIMARIA)上で細胞の濃度が1×105cells/cm2と
なるように懸濁し、37℃、5%CO2下 CO2インキュベータで 24 時間培養を行った。 
24 時間培養後、培養液を Williams’ medium E 培養液(0.22% NaHCO3, 2% BSA 含
有, pH 6.9)に交換した。 更に、各種薬剤存在下、t 時間培養を継続した後、その培
養液を採取し、遠心(1500×g,10min,4℃; クボタ製 KR-1500)し、得られた上清を肝
細胞より遊離された HTGL の粗酵素標品とした。 また培養肝細胞 1g に対し、
Krebs-Ringer 緩衝液(119mM NaCl, 25mM NaHCO3, 4.8mM KCl, 0.5mM CaCl2, 
1.2mM KH2PO4, 1.2mM MgSO4, pH 7.4, 4℃) 10ml を加え、細胞採取後、遠心(1500
×g,10min,4℃; クボタ製 KR-1500)、上清を捨て凍結させる。 この細胞量に対して
10 倍希釈量の細胞破砕液(10mM Hepes, トリプシンインヒビター 0.005%, PMSF 
2mM, pH 7.4)を加え、氷冷下、超音波破砕(10sec×2, 4℃; S&M 社製 Vibra-cell 
ultrasonic processor)を行い、超遠心(105,000×g, 60min, 4℃; ベックマン製 L-100 








HTGL の活性は、Schotz らの方法 32)を用い、すなわち、0.2M Tris-HCl 緩衝液、
Triolein,[carboxyl-14C]- (1.21μM; 3.1kBq/ml)、0.3% BSA、0.075% Triton X-100、
pH 8.6(28℃)0.4ml を氷中で超音波処理(5min; S&M 社製 Sonifire)して乳化処理し、
これに 0.37M Tris-HCl/3.2M NaCl 緩衝液(2% BSA, pH 8.8, 28℃)0.39ml を加えた反
応液 0.79ml に粗酵素標品 0.2ml を添加し、28℃で 30 分間温置した。 反応は、停
止液(イソプロパノ－ル:3N H2SO4=40:1)2ml を添加して停止させた後、ヘキサン 2ml
及び精製水 1ml を加えて 1 分間振盪して、遊離脂肪酸を抽出した。 ついで遠心(1500
×g, 7min, 4℃; 日立製 05PR-22 型)し、上層のヘキサン層を採取し、これに 0.1N 
KOH 500μl を加えて、10 分間振盪する。 遊離脂肪酸を含むアルカリ層(下層)300
μl を採取し、リッキシンチ 5ml を加え、液体シンチレーションカウンター(アロカ製 
LSC-6100 型 )で遊離脂肪酸の放射活性を測定した。 HTGL の活性は、pmol 
FFA/min/106cells で表し、3 ないし 4 検体の平均及び標準誤差で示した。 
 
 




(2% SDS, 4% 2-mercaptoethanol 含有)を加え、100℃で 5 分間煮沸し、Laemmli 法
34)に従い SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)(200V, 40mA, 60min, 
ゲルに 0.1%SDS/10%Acrylamide 含有)を行った。 膜への転写は、Towbin らの方法
35)に準じて行った。 すなわち、SDS-PAGE 後、ゲルとポリフッ化ビニリデン(PVDF)
膜(GE ヘルスケア社)にブロッティング緩衝液(0.2M Glycine, 100mM Tris, 5% メタ
ノール)を飽和させ、セミドライ式ブロッティング装置(40V, 200mA, 60min, ATTO 社
製 AE-6687)を用いて転写を行った。 PVDF 膜に転写後、1%脱脂粉乳を含む PBS
でブロッキング(1% スキムミルク, 1% Tween 20, 室温, 60min)を行い、PBS で洗浄
(5min×5)し、0.1%脱脂粉乳を含む PBS で適量に希釈したウサギ抗体(１次抗体)と反
応させた(室温, 60min)。 反応後、PBS で洗浄(5min×5)し、0.1%脱脂粉乳を含む










 結果は平均±標準誤差で示した。 有意差検定は、Student’s t-test、Welch t-test、





(1) プラゾシンの経時変化及び濃度変化による HTGL の分泌 
 
 Fig.1 は、プラゾシン共存下、肝細胞との温置による時間の経過及びプラゾシンの
濃度の増加による HTGL の分泌について示している。 プラゾシンにより時間依存











異性の検討を行った。 HTGL の分泌はプラゾシン特異的に促進が認められた(Fig. 
2A-2a)。 また母核である quinazoline 自体を肝細胞と伴に温置しても HTGL 分泌








(3) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する細胞内外の HTGL 活性 
 
 プラゾシンによる HTGL 分泌による細胞内 HTGL 活性の変化の検討を行った。 
プラゾシンと肝細胞との温置により細胞外の HTGL活性は増加(Fig. 3A-3a)したのに
対し、細胞内 HTGL 活性は低下した(Fig. 3A-3b)。さらに HTGL タンパク質では、
プラゾシン非添加群における細胞内 HTGL タンパク質は保持されたが、プラゾシン
添加群では細胞内 HTGL タンパク質は、時間依存的に減少が認められた(Fig. 3B)。 
 
 
(4) プラゾシンによる HTGL 分泌に対するα,βアドレナリン受容体刺激薬の効果 
 




ドレナリン受容体刺激薬である Isoproterenol の共存下、プラゾシンによる HTGL の





(5) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する受容体型チロシンキナーゼ阻害剤の効果 
 
 プラゾシンによる HTGL 分泌に対する受容体型チロシンキナーゼの関与について
検討を行った。 ピラジン誘導体のチロシンキナーゼ阻害剤である Amiloride36)共存













て検討を行った。 非受容体型チロシンキナーゼである Src チロシンキナーゼの選択
的阻害剤であるPP238)により、プラゾシンによるHTGLの分泌は大きく抑制された。 
一方、Src チロシンキナーゼに阻害作用はなく、EGF 受容体チロシンキナーゼに阻害
作用を持ち PP2 のネガティブコントロールである PP339)ではほとんど効果が認めら
れなかった。 また Src のシステイン残基の SH 基と反応し Src チロシンキナーゼを
阻害する Herbimycin A40)の濃度増加に伴い著しく抑制された(Fig. 6A)。 同様に
HTGL タンパク質においても、PP2 では抑制が認められたが、PP3 では抑制が認め





及びプラゾシンによる HTGL 分泌に対する代謝阻害剤の効果 
 
 プラゾシンは OCT を阻害する報告があり 27)、肝臓には OCT1 が発現している事か
ら OCT1 阻 害 剤 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。  OCT1 阻 害 剤 で あ る
Tetrabutylammonium(TBA)によるトランスポーター阻害では HTGL 分泌に変化は
認められなかった(Fig. 7A-7a)。一方、非特異的にチトクローム P450(CYP)を阻害す
る代謝阻害剤である SKF-525A41)により著しい HTGL 分泌抑制が認められた(Fig. 










でプラゾシンによる HTGL 分泌作用は特異的であり、また図 4.に示すように受容体
を刺激しても変化がないことから、プラゾシンによる HTGL 分泌は、細胞膜上のア





におけるプラゾシンによる HTGL 分泌は抑制が認められた。 また、図 7.ではプラ
ゾシンで阻害作用が報告されている OCT についても検討を行ったが、OCT 阻害剤で
の変化は認められなかった。 一方、薬物代謝酵素である CYP 阻害剤による HTGL
分泌は著しく抑制が認められ、プラゾシンは細胞内に入ることで何らかの影響により




HTGL 分泌にもその可能性が示唆される。 すなわち、プラゾシンによる HTGL 分
泌は、肝細胞内に移行したプラゾシンが CYP 代謝を受ける事により、何らかの生物
活性を得ることで、おそらく非受容体型チロシンキナーゼ、なかでも Src チロシンキ
















































Time (min)          0    15    30    45    60   75   90   105 
Prazosin (+) HTGL-                                  
Prazosin (−) HTGL-                                  
 
1b) 
Dose (µM)          0      50     70    80      90   100   150 
Prazosin      HTGL-                                   
 
 
Fig.1. The Time Course of HTGL Release from Hepatocyte by Stimulated Prazosin  
and the Prazosin Concentration Dependence on release of HTGL 
 
1A) 1a) The hepatocytes were incubated for 0-105 min either with (●) or without (○) 
100µM prazosin. 1b) The hepatocytes were incubated for 60 min with various concentrations 
(0-150µM) of prazosin.  
Significant differences compared with the control: **p<0.01 and ***p<0.001. 
1B) Western blot analysis with an HTGL antibody. HTGL protein is released by prazosin 
time- and dose-dependent manner. The incubation time is 0-105min with (±) 100µM 


































































Dose (µM)                 0    25    50   100   200 
Prazosin                        HTGL-                                   
Doxazosin          HTGL-                                   
Terazosin                       HTGL-                                   
5-Methylurapidil   HTGL-                                   
Quinazoline         HTGL-                                   
 
 
Fig. 2. Comparison of HTGL Release by Alpha 1 Adrenoceptor Antagonists 
 and Effect of Quinazoline Structure on Release of HTGL from Hepatocyte 
 
2A) 2a) The hepatocytes were incubated for 60 min with various alpha 1 adrenoceptor 
antagonists; prazosin (●), doxazosin (○), terazosin (■), 5-methylurapidil (□). 2b) The 
hepatocytes were incubated for 60 min with prazosin (black bar) or quinazoline (slash bar). 
Significant differences compared with each alpha 1 adrenoceptor antagonists: **p<0.01 and 
***p<0.001. 
2B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with 0-200µM of various alpha 1 adrenoceptor antagonists and quinazoline, and the 



































































Prazosin          －       ＋ 
Time (min)             0  30   60  120   0  30   60  120   
HTGL-                           
β-actin-                                  
 
 
Fig. 3. Extracellular HTGL Release from the Hepatocyte and Intracellular HTGL Activity of 
the Hepatocyte 
 
3A) 3a) The HTGL release from hepatocytes were increased to incubate for 60 min with 
prazosin (black bar). 3b) The intracellular HTGL activity in the hepatocytes were decreased to 
incubate for 60 min with prazosin (black bar). 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and ***p<0.001. 
3B) The hepatocytes were incubated for 0-120 min with (±) prazosin, the hepatocytes were 
lysated and centrifuged for western blot analysis with an HTGL antibody. The β-actin 










































































Prazosin         －       ＋ 
(±)-Adrenaline  (µM)  0  25   50  100  0  25  50  100   4a) 
HTGL-                                   
L-Noradrenaline (µM)  0  25   50  100  0  25  50  100   4b) 
HTGL-                                   
Phenylephrine   (µM)  0  25   50  100  0  25  50  100   4c) 
HTGL-                                   
Isoproterenol    (µM)  0  50  100  200   0   50  100  200   4d) 




Fig. 4. Effects of Adrenoceptor agonists on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
4A) 4a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of (±)-adrenaline. 4b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) 
or without (○) in the presence of L-noradrenaline. 4c) The hepatocytes were incubated with 
prazosin (100µM, ●) or without (○) in the presence of phenylephrine. 4d) The hepatocytes 
were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the presence of isoproterenol. 
No significant differences. 
4B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of 0-200µM of various 









































Prazosin         －       ＋ 
Amiloride (mM)        0  2    5    10          0  2  5     10   5a) 
HTGL-                           
ST-638 (µM)            0  50  100  250   0  50  100  250   5b) 
HTGL-                                  
 
 
Fig. 5. Effects of Receptor Tyrosine Kinase Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by 
Prazosin 
 
5A) 5a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of amiloride. 5b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or 
without (○) in the presence of ST-638. 
No significant differences. 
5B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of receptor tyrosine 













































Prazosin         －       ＋         6a) 
Concentration (µM)     0  20   50  100   0   20    50   100    
PP2           HTGL-                            
PP3                 HTGL-                                   
 
Herbimycin A   (µM)    0   5    10    20    0   5     10     20  6b) 
                             HTGL-                                     
 
 
Fig. 6. Effects of Non-receptor Tyrosine Kinase Inhibitors on the Stimulatory Release of 
HTGL by Prazosin 
 
6A) 6a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●,■) or without (○,□) in 
the presence of PP2 (○,●) and PP3 (□,■). 6b) The hepatocytes were incubated with 
prazosin (100µM, ●) or without (○) in the presence of herbimycin A. 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and **p<0.01. 
6B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of non-receptor tyrosine 





























































Prazosin         －       ＋ 
SKF-525A (µM)           0  10    100     0   10     100       7b) 
HTGL-                           
 
 
Fig. 7. Effects of Organic Cation Transporter Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL 
by Prazosin 
 
7A) 7a) The hepatocytes were incubated for 60 min with prazosin (black bar) or TBA (slash 
bar). 7b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of SKF-525A. 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and ***p<0.001. 
7B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of 0-100µM SKF-525A, 





第２章 プラゾシンによる HTGL の分泌に対する 






 第 1 章において、プラゾシンによる HTGL の分泌は非受容体型 Src チロシンキナ
ーゼを介することが示唆された。 近年、Src チロシンキナーゼはホスホリパーゼ




44)。 Kerakawati らの報告によるとエンドセリン-1 によるマウスエールリッヒ腹水
癌細胞からの LPL 分泌は細胞内の PLC を介することが報告されている 45)。 
本章では、プラゾシンによる HTGL の分泌に対するチロシンキナーゼの影響を受








和光純薬から、Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [myo-inositol-2-3H(N)] PIP2























HTGL 活性の測定法は、本論文第 1 章 1-3(2)に示した。 
 
 
(3)Western blotting による HTGL タンパク質の検出 
 




(4)ホスホリパーゼ C 活性の測定 
 
肝実質細胞を本論文第 1 章 1-3(1)で示した方法で各種薬剤などと温置した後、培養
肝細胞 1g に対し氷冷した 20mM Hepes-K 緩衝液(1mM DTT, 0.25M Sucrose, 1mM 
EDTA, 0.7% cholate-Na 含有, pH7.0, 4℃)500μl を加え、氷冷下破砕(15sec×2, 4℃; 
日音製ハンディマイクロホモジナイザー)をした。 これを、遠心(4℃, 10,000×g, 
25 
 
30min)し、この遠心上清を PLC の粗酵素標品とした。 
PLC 活 性 は 、 Higashi ら の 方 法 46) に 準 じ て 測 定 し た 。  0.37kBq 
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [myo-inositol-2-3H(N)] PIP2を基質とし、こ
れを 100mM Hepes-K 緩衝液(1mM DTT, 1mM MgCl2, 1mM CaCl2, 0.1% BSA, 1% 
cholate-Na, 0.8 mg/ml phosphatidylcholine 含有, pH7.0, 4℃)に加え、これに粗酵素
標品 5μl を加え 37℃で 10 分間温置した。 予め、反応開始前の対照には、10％TCA
を 100μl 加えた。 その後、10％TCA を 100μl 加え反応を停止し、遠心(16,000×
g, 5 min)し、生成した[2-3H]IP3を含む上清 100μl を採取し、これにリッキシンチ 2ml
を加え、液体シンチレーションカウンター(アロカ製 LSC-6100 型)によって放射活性











(1) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する PLC 阻害剤の効果 
 
 プラゾシンによる HTGL 分泌に対する PLC の関与について検討を行った。 PLC
に特異的な阻害剤である U-7312247)の濃度増加に伴いプラゾシンによる HTGL の分
泌は著しく抑制された。 一方、U-73122 の構造類似体で PLC 阻害作用が極めて低
い U-7334348)では濃度を増加してもほとんど変化は認められなかった(Fig.8A)。 同







(2) PLC 活性に対するプラゾシンの効果 
 
 肝細胞とプラゾシン共存下、細胞内 PLC 活性の変化について検討を行った。 
Fig.9a は肝細胞とプラゾシンの温置時間の経過における細胞内 PLC 活性の変化につ
いて示している。 0~30 分間のプラゾシンとの温置により、PLC 活性はコントロー
ルと比較し、10 分で約 1.5 倍の上昇を示した。 また、Fig.9b は肝細胞とプラゾシ
ンの濃度増加における PLC 活性の変化を示している。 プラゾシンの濃度増加に伴
い肝細胞内 PLC 活性は上昇した。 
 
 
(3) プラゾシンによる PLC の活性上昇に対するチロシンキナーゼ阻害剤 
及び PLC 阻害剤の効果 
 
 Fig.10 はプラゾシンによる細胞内 PLC 活性の上昇に対する非受容体型チロシンキ
ナーゼ及びPLCの関与について示している。 プラゾシンによるPLC活性の上昇は、
非受容体型チロシンキナーゼ阻害剤である PP2、Herbimycin A 存在下、阻害が認め
られた。 また PLC 阻害剤である U-73122 存在下、阻害は認められたが、U-73122





 PLC にはアイソザイムが存在しており哺乳動物では現在 13 種類同定されているが、
各構造の違いに従って 6 種の型に大別されている。 PLCβは 7 回膜貫通型受容体お
よび 3 量体 G タンパク質とカップリングして活性化されるが、PLCγは PLC のアイ
ソザイムであり SH ドメインを持つ。また Src チロシンキナーゼには Src 相同(SH)
ドメインが存在しており、Src のチロシンリン酸化によって SH2 ドメインを介して結
合し、PLCγ自身もチロシンリン酸化され、活性化される。 またチロシンキナーゼ
の活性化に伴いリン酸化された PLCγは PIP2を分解し IP3と DAG の 2 つのセカン
ドメッセンジャーを産生することが知られている。  
 これらの結果から、プラゾシンによる肝細胞からの HTGL 分泌は、PLC 阻害剤に
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より抑制されたことにより、肝細胞における PLC 活性の挙動を調べた。 すると、
肝細胞内の PLC 活性は、プラゾシンと肝細胞の温置時間の経過及びプラゾシンの濃
度の増加に伴い上昇した。 更にはその PLC 活性上昇は、非受容体型チロシンキナ
ーゼ阻害剤や PLC 阻害剤により抑制が認められた。 Xu らの報告によると細胞外マ
トリックスによる c-Src を介した PLC の活性化が報告されている 49)。 すなわち第
1 章の結果で、プラゾシンによる HTGL の分泌は G タンパク質との関与は低いこと
が示唆されるため、プラゾシンによる HTGL の分泌は、おそらくプラゾシンが細胞
内に移行することで非受容体型チロシンキナーゼを刺激し、自己リン酸化を引き起こ




































Prazosin         －        ＋         8) 
Concentration (µM)   0  0.5    1    2       0  0.5    1    2    
U-73122       HTGL-                            
U-73343          HTGL-                                   
 
 
Fig. 8. Effects of Phospholipase C Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
8A) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●,■) or without (○,□) in the 
presence of U-73122 (○,●) and U-73343 (□,■). 
Significant differences compared with the control: *p<0.05. 
8B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of PLC inhibitors, and 





































Fig. 9. Increasing Effect of Prazosin Phospholipase C Activity in Hepatocytes 
 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) over a 
30-min period. (b) The hepatocytes were incubated for 30 min with prazosin various 
concentrations (0-100µM) of prazosin. 

































Fig. 10. Effect of Non-receptor Tyrosine Kinase Inhibitors and Phospholipase C Inhibitors on 
Increase in Phospholipase C Activity by Prazosin 
 
 
The hepatocytes were incubated with 100µM prazosin or without (white bar) in the 
presence of PP2 (black bar), herbimycin A (cross bar), U-73122 (vertical bar), U-73343 (slash 
bar). 
Significant differences compared with the prazosin-treated group and without inhibitors: 











第３章 プラゾシンによる HTGL の分泌に対する 







 第 2 章において、プラゾシンによる HTGL の分泌は、PLC の活性化を伴うことが
示唆された。 PLC の活性化により、PIP2 は IP3 と DAG を生成する。 この IP3
は小胞体に作用する事で細胞内に Ca2+を動員し、DAG は Ca2+と伴にプロテインキナ
ーゼ C(PKC)の活性化と DAG キナーゼ(DGK)活性化によるホスファチジン酸の生成
を行うことが知られている。 生体内においてこの Ca2+と DAG などの分布平衡は重
要な意味を持っており、細胞内 Ca2+濃度においては非常に低濃度である。 
Motoyashiki らの報告によると硫酸バナジル-BSA によりラット脂肪組織からの LPL
分泌に IP3の関与が明らかとされている 50)。 また、IP3により上昇した細胞内 Ca2+
は Ca2+結合部位を持つ分子に結合し、細胞内のタンパク質機能発現を調節する事が




に渡り作用するとされており 51)、カルモジュリン発見の端緒となった PDE やアデニ
ル酸シクラーゼ、NO 合成酵素などへのシグナル伝達も担っている 52)。 Tagashira
らの報告によるとCaMKファミリーであるCa2+/カルモジュリン依存性プロテインキ
ナーゼ II 型(CaMK-II)はヘパリン刺激によるラット肝細胞からの HTGL 分泌におい
て関与することが明らかになっている 53)。 またラット肝細胞での細胞骨格組織や自
食作用(オートファジー)制御において関与することが報告されている 54)。 肝細胞で
の CaMK-II の役割においては、やはり多岐にわたる機能が報告されている。 











Calphostin C、Quin2/AM、Trifluoperazine、W-7、W-5、Xestospongin C は和光
純薬から、KN-93、KN-92、KN-62、R59949 はシグマ社から、Chelerythrine Chloride
はライフテクノロジーズ社から、Signa TECT® CaMKII Assay System はプロメガ社
から、Adenosine 5’-triphosphate, [γ-32P]-ATP(111TBq/mmol) はパーキンエルマー


















HTGL 活性の測定法は、本論文第 1 章 1-3(2)に示した。 
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(3)Western blotting による HTGL タンパク質の検出 
 




(4)Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナーゼ II 活性の測定 
 
肝実質細胞を本論文第 1 章 1-3(1)で示した方法で各種薬剤などと温置した後、上清
を除き凍結させる。培養肝細胞 1g に対し氷冷した 20mM Tris-HCl 緩衝液(2mM 
EDTA, 2mM EGTA, 20µg/ml トリプシンインヒビター, 10µg/ml アプロチニン, 
5µg/ml ロイペプチン, 2mM DTT, 25mM benzamidin, 1mM PMSF 含有, pH8.0, 
4℃)3ml を加え、氷冷下破砕(15sec×2, 4℃; 日音製ハンディマイクロホモジナイザ
ー)をした。 これを、遠心(4℃, 350×g, 5min)し、この遠心上清を CaMK-II の粗酵
素標品とした。 
CaMK-II 活性の測定は、プロメガ社の Signa TECT® CaMKII Assay System を用
いて定量した 55)。 基質溶液は、ビオチン化したペプチド基質(Biotinylated peptide 
substrate)2.5µl と CaMK-II 活性化液(1mM CaCl2, 1µM カルモジュリン, 0.1mg/ml 
BSA)5µl を含む CaMK-II 反応液(50mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 0.5mM DTT, 
pH7.2, 4℃)5µl に ATP(0.5mM ATP 5µl, [γ-32P]-ATP 0.05µl)5µl 加え、超純水 2.5µl
で希釈した。 コントロール群は、この活性化液の代わりにコントロール液(1mM 
EGTA, pH7.2)を加える。 基質溶液 20µl と CaMK-II 粗酵素標品 5µl を添加し、30℃
で 5 分間温置した。 反応停止後、反応液 10µl を SAM2® Biotin Capture Membrane
にのせ、これを 2M NaCl で 30 秒間 1 回、2 分間 3 回、2M NaCl と 1%リン酸で 2
分間 4 回洗浄後、超純水で 30 秒間 2 回洗浄し風乾させた。 この Membrane をバイ
アルに入れリッキシンチ 5ml を加え、液体シンチレーションカウンター(アロカ製
LSC-6100 型 ) によって放射活性を測定した。  CaMK-II 活性は、 nmol 













(1) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する IP3受容体阻害剤、PKC 阻害剤の効果 
 
 プラゾシンによる HTGL 分泌に対する PLC 以降のシグナル伝達において、小胞体
IP3受容体刺激における作用と PKC の関与について検討を行った。 IP3受容体阻害
剤である Xestospongin C56)によりプラゾシンによる HTGL の分泌は阻害剤の濃度増
加に伴い抑制された(Fig.11A-11a)。 しかし、PKC 阻害剤である Calphostin C57)や
Chelerythrine Chloride58) の 濃 度を 増 加 し ても 影 響 は認 め られな か っ た
(Fig.11A-11bc)。 同様に HTGL タンパク質においても、Xestospongin C により抑




(2) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する DAG 合成アナログ及び 
DGK 阻害剤の効果 
 
続いて PLC 以降のシグナル伝達において、DAG の直接刺激における作用と DGK
の関与について検討を行った。 DAG による刺激を模倣し、PKC を持続的に活性化
する Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (TPA) 59)による HTGL の分泌は認められなか
った。またプラゾシン共存下でも競合的阻害も認められなかった。さらに、DGK 阻
害剤であるR5994960)共存下でのプラゾシンによるHTGL分泌に対する影響は認めら






(3) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する Ca2+キレーターの効果 
 
プラゾシンによる HTGL 分泌に対する細胞内 Ca2+変動の関与について検討を行っ
た。 プラゾシンによる HTGL 分泌は、細胞膜を透過できる脂溶性のアセトキシメ
チルエステル体にした Ca2+キレート剤である Quin2/AM61)の濃度増加に伴い抑制さ




(4) プラゾシンによる HTGL 分泌に対するカルモジュリン阻害剤の効果 
 
 次に Ca2+のシグナル伝達として代表的な結合タンパクであるカルモジュリンの関
与について検討を行った。 プラゾシンによる HTGL の分泌は、フェノチアジン誘
導体で Ca2+依存的にカルモジュリンに結合する阻害剤 Trifluoperazine62)、ナフタレ
ンスルホンアミド誘導体で Ca2+存在下カルモジュリンを阻害する W-763)の濃度増加
に伴い著しく抑制された。 また W-7 の脱 Cl 体でカルモジュリン阻害作用の極めて
弱い構造類似体である W-564)では濃度を増加しても抑制はほとんど認められなかっ




(5) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する CaMK-II 阻害剤の効果 
 
 カルモジュリンはカルモジュリン依存性酵素の活性化を促す。 特にプラゾシンに
よる HTGL 分泌に対する CaMK-II の関与について検討を行った。 CaMK-II に特
に強い阻害作用を示すが、CaMK-I や IV など広いスペクトルの阻害や自己リン酸化
したCaMK-IIに阻害作用を示さないと報告のあるKN-6263)の濃度増加に伴いHTGL
分泌は抑制された(Fig.15A-15a)。 また CaMK-II の特異的な阻害剤である KN-9365)
の濃度増加に伴いプラゾシンの作用は抑制された。 更には KN-93 の構造類似体で








(6) CaMK-II 活性に対するプラゾシンの効果 
 
 肝細胞とプラゾシン共存下、細胞内 CaMK-II 活性の変化について検討を行った。
Fig.16a は肝細胞とプラゾシンの温置時間の経過における細胞内 CaMK-II 活性の変
化について示している。 0~20 分間のプラゾシンとの温置により、CaMK-II 活性は
コントロールと比較し、10 分で約 2.0 倍の上昇を示した。 また、Fig.16b は肝細胞
とプラゾシンの濃度増加における CaMK-II 活性の変化を示している。 プラゾシン





 前章による結果から、プラゾシンによる HTGL の分泌は、プラゾシンの細胞内移
行による非受容体型チロシンキナーゼを介して、PLC 及び PI3K の活性化が関与して
いる事を示してきた。 本章では PLC の活性化以降、セカンドメッセンジャーであ
る IP3と DAG によるシグナル伝達について検討を行った。 IP3による小胞体からの
Ca2+放出は、細胞内 Ca2+上昇を引き起こす。 Fig.12a の結果よりプラゾシンによる
HTGL の分泌に小胞体からの Ca2+放出の関与が示唆された。 一方、DAG と Ca2+
は PKC の活性化を引き起こすが、Fig.12b、13a、13b の結果によると HTGL 分泌に
おける PKC 及び DGK によるホスファチジン酸の生成の関与は極めて低い事が示唆
された。 この上昇した細胞内 Ca2+は多くの場合、カルモジュリンなど Ca2+結合タ
ンパク質と結合し細胞の機能を調節している 51)。 本章における検討において、カル
モジュリンを阻害するとプラゾシンによる HTGL の分泌は、大きく抑制された
(Fig.14)。 複合体となった Ca2+/カルモジュリンはさらに CaMK に結合し、活性化
させることで様々な機能発現に関与している。 CaMK ファミリーのうち CaMK-II
について、Niki らの報告ではラット膵β細胞より CaMK-II を介してインスリン分泌




ラゾシンとを温置し、肝細胞における CaMK-II 活性の挙動を調べた。 すると、肝
細胞内の CaMK-II 活性は、プラゾシンと肝細胞の温置時間の経過およびプラゾシン
の濃度の増加に伴い上昇した。 
 ここまでの結果より、プラゾシンによる HTGL の分泌は、おそらくプラゾシンが
細胞内へ移行することで非受容体型チロシンキナーゼを刺激・活性化し、PLC 及び
PI3K を活性化させ、IP3産生により小胞体から Ca2+が放出、この Ca2+放出で賦活化















































      
 
11B) 
Prazosin         －       ＋ 
Xestospongin C (µM)             0  0.01  0.1   1   0  0.01  0.1   1    11a) 
HTGL-                                   
Calphostin C (nM)                      0  50  100  200   0   50  100  200  11b) 
HTGL-                                   
Chelerythrine Chloride (µM)  0  10    25   50  0  10  25     50   11c) 
HTGL-                                   
 
 
Fig. 11. Effects of Inositol-1,4,5-triphosphate Inhibitor and Protein Kinase C Inhibitors and 
Diacylglycerol Kinase Inhibitor on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
11A) 11a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of Xestospongin C. 11b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, 
●) or without (○) in the presence of Calphostin C. 11c) The hepatocytes were incubated 
with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the presence of Chelerythrine Chloride.  
Significant differences compared with control: **p<0.01. 
11B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of IP3 receptor inhibitor 












































Prazosin         －       ＋ 
Phorbol 12-Myristate 13-Acetate  (nM)   0  10   50   100   0   10    50   100  12a) 
        HTGL-                                   
R59949 (µM)                            0   10   25    50    0  10  25    50    12b) 
                                                      HTGL-                                   
 
 
Fig. 12. Effects of Diacylglycerol analog as Protein Kinase C activator and Diacylglycerol 
Kinase Inhibitor on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
12A) 12a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of TPA. 12b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without 
(○) in the presence of R59949. 
12B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of PKC activator and 




































Prazosin        －        ＋ 
Quin2/AM (µM)  0    5    10    20   0    5    10    20    13) 
  HTGL-                                   
 
 
Fig. 13. Effects of Ca2+-chelator on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
13A) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of Quin2/AM. 
Significant differences compared with the control: **p<0.01. 
13B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of Ca2+-chelator, and the 














































Prazosin       －         ＋ 
Trifluoperazine (µM)   0    5    10    20  0     5     10     20       14a) 
                           HTGL-                                              
Concentration (µM)     0  25   50  100      0   25    50   100    14b) 
W-7          HTGL-                                         
W-5             HTGL-                                               
 
 
Fig. 14. Effects of Calmodulin Inhibitors on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
14A) 14a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of Trifluoperazine. 14b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●,
■) or without (○,□) in the presence of W-7 (○,●) and W-5 (□,■). 
Significant differences compared with control: * p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
14B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of calmodulin inhibitors, 













































Prazosin        －       ＋ 
KN-62 (µM)                  0    1      2     5   0     1      2      5             15a) 
                            HTGL-                                              
Concentration (µM)         0   1      2    4      0   1     2     4        15b) 
KN-93        HTGL-                                         
KN-92        HTGL-                                               
 
 
Fig. 15. Effects of Ca2+/Calmodulin-dependent Protein Kinase II Inhibitors  
on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
15A) 15a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of KN-62. 15b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●,■) or 
without (○,□) in the presence of KN-93 (○,●) and KN-92 (□,■). 
Significant differences compared with control: **p<0.01 and ***p<0.001.  
15B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of CaMK-II inhibitors, 















































Fig. 16. Increasing Effect of Prazosin on Ca2+/Calmodulin-dependent Protein Kinase II  
Activity in Hepatocytes 
 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) over a 
20-min period. (b) The hepatocytes were incubated for 10-min with various concentrations 
(0-100µM, ●) of Prazosin. 
Significant differences compared with control: *p<0.05 and **p<0.01. 
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第４章 プラゾシンによる HTGL の分泌に対する 






 前述の章でプラゾシンによる HTGL の分泌は、細胞内 Ca2+の上昇により、Ca2+結
合タンパク質であるカルモジュリンと複合体を作り、さらに Ca2+/カルモジュリン賦




ゼ(AC)やホスホジエステラーゼ(PDE)などが報告されている 52)。 AC は、ATP をセ
カンドメッセンジャーである cAMP に変換する酵素であり、cAMP は PDE により
5’-AMP に分解される。 この cAMP は、cAMP 依存性プロテインキナーゼ(PKA)を
活性化することで多くの細胞機能に関与することが知られているが 68)、最近では
cAMP が PKA の他に cAMP 依存性交換タンパク質(Epac)に結合することでインスリ
ンや胆汁酸の分泌に関与するという報告もある 69,70)。 さらにはデキストラン硫酸に
よる癌細胞からの LPL 分泌に細胞内 cAMP 量の上昇が関与していることが報告され
ている 71)。 Park らは、マウスの骨格筋や白色脂肪組織において resveratrol の経
口投与はPDEを抑制し、細胞内 cAMP量の上昇を引き起こすことを報告している 72)。 
またプラゾシンは、細胞内 PDE 阻害作用を持つことが知られており 8)、そこで本実
験系においてもプラゾシンにより細胞内 cAMP 量の変化が起こり、HTGL の分泌に
影響を与えるのではないかと推測される。 
 そこで本章では、プラゾシンによる HTGL の分泌に対する細胞内 cAMP 量の挙動









 2’,5’-Dideoxyadenosine、H-89、KT5720 は和光純薬から、MDL-12,330A はシグ
マ社から、cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay(EIA) System は GE ヘルスケア社
から、 PKA Assay kit はミリポア社から、 Adenosine 5’-triphosphate, [ γ
-32P]-ATP(111TBq/mmol) はパーキンエルマー社から購入したものを使用した。 
























(3) Western blotting による HTGL タンパク質の検出 
 




(4)細胞内 cAMP 量の測定 
 
肝実質細胞を本論文第 1 章 1-3(1)で示した方法で各種薬剤などと温置した後、培養
肝細胞 1g に対し氷冷した 5%TCA 1ml を加え、全タンパク質を瞬時に変性・沈殿さ
せ cAMP の分解を固定する。 これにハンクス溶液(pH7.2,4℃)200µl 加え、採取し、
超音波破砕(5sec×2, 4℃; S&M 社製 Vibra-cell ultrasonic processor)後、遠心(10,000
×g, 20min, 4℃; SORVALL 社製 fresco)する。 その上清 600µl を採取し、水飽和エ
ーテルを 5 倍量加え TCA を含む上層(エーテル層)を除去し、下層(水層)の pH が中性
になったら下層を採取、その cAMP 量を測定した。 cAMP 量の測定は、GE ヘルス
ケア社の cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay(EIA) System を用いて定量した 73)。 
cAMP 量は、pmol/106cells で表し、3 検体の平均及び標準誤差で示した。 
 
 
(5)プロテインキナーゼ A 活性の測定 
 
 肝実質細胞を本論文第 1 章 1-3(1)で示した方法で各種薬剤などと温置した後、上清
を除きリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で 3 回細胞が剥離しないよう穏やかに洗浄し、培
養肝細胞 1g に対し氷冷した 20mM MOPS 緩衝液(25mM β-glycerophosphate, 
5mM EGTA, 1mM orthovanadate-Na, 1mM DTT; pH7.2, 4℃)1ml を加え、氷冷下超
音波破砕(10sec×2, 4℃; S&M 社製 Vibra-cell ultrasonic processor)をした。 これ
を遠心(4℃, 10,000×g, 20min)し、この遠心上清を PKA の粗酵素標品とした。 
 PKA 活性の測定は、ミリポア社の PKA Assay kit を用いて定量した 74)。 基質溶液
は、Kemptide(LRRASLG)5µl と PKC/CaMK Inhibitor 溶液 10µl に Mg/ATP 溶液
(Mg/ATP:[γ-32P]-ATP =9:1)10µl を加えた。 基質溶液 20µl と PKA 粗酵素標品 20µl
を添加し、30℃で 10 分間温置した。 氷上で反応停止後、素早く反応液 25µl を P81 
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Phosphocellulose Squares paper にのせ、これを 0.75%リン酸で 5 分間 3 回洗浄後、
アセトンで 5 分間 1 回洗浄し風乾させた。 この paper をバイアルに入れリッキシン
チ 5ml を加え、液体シンチレーションカウンター(アロカ製 LSC-6100 型) によって
放射活性を測定した。 PKA 活性は、nmol phosphate/min/106 cells で表し、3 ない










(1) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する AC 阻害剤の効果 
 




に HTGL タンパク質の抑制が認められた(Fig.17B-17ab)。 
 
 
(2) プラゾシンによる HTGL 分泌に対する PKA 阻害剤の効果 
 
プラゾシンによる HTGL 分泌に対する PKA 阻害剤の効果について検討を行った。 






(3) 細胞内 cAMP 量に対するプラゾシンの効果 
 
 肝細胞とプラゾシン共存下、細胞内 cAMP 量の変動について検討を行った。 
Fig.19aは肝細胞とプラゾシンの温置時間の経過における細胞内 cAMP量の変動につ
いて示している。 0~45 分間のプラゾシンとの温置により、細胞内 cAMP 量はコン
トロールと比較し、30 分経過時点で約 1.5 倍の増加を示した。 更に Fig.19b は肝細
胞とプラゾシンの濃度増加における細胞内 cAMP 量の変動を示している。 プラゾシ
ンの濃度増加に伴い細胞内 cAMP 量は大きく増加した。 
 
 
(4) プラゾシンによる細胞内 cAMP 量の上昇に対する AC 阻害剤の効果 
 
 プラゾシンによる細胞内 cAMP量の上昇に対するACの関与について検討を行った。 
AC 阻害剤である 2’,5’-Dideoxyadenosine および MDL-12,330A 共存によって、プラ
ゾシンによる cAMP 量の上昇が各阻害剤の濃度増加に伴い抑制された(Fig.20ab)。 
 
 
(5) PKA 活性に対するプラゾシンの効果 
 





(6) プラゾシンによる PKA 活性化に対する PLC 阻害剤の効果 
 
 プラゾシンによる細胞内PKA活性の上昇に対するPLCの関与について検討を行っ
た。 PLC に特異的な阻害剤である U-73122 の共存によって、プラゾシンによる細
胞内 PKA 活性の上昇は抑制された。 一方、U-73122 の構造類似体で PLC 阻害作
用が極めて低い U-73343 の共存ではプラゾシンによる細胞内 PKA 活性の上昇は、ほ
とんど変化が認められなかった(Fig.22)。 
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(7) プラゾシンによる PKA 活性化に対するカルモジュリン阻害剤の効果 
 
 次にプラゾシンによる細胞内PKA活性の上昇に対するPLCの関与について検討を
行った。 カルモジュリン阻害剤である Trifluoperazine の共存によって、プラゾシ
ンによる細胞内 PKA 活性の上昇は阻害剤の濃度増加に伴い抑制された(Fig.23)。 
 
 
(8) プラゾシンによる PKA 活性化に対する CaMK-II 阻害剤の効果 
 
 更にプラゾシンによる細胞内 PKA 活性の上昇に対する CaMK-II の関与について
検討を行った。 CaMK-II 阻害剤である KN-93 の共存によって、プラゾシンによる





 本章では、細胞内 cAMP 量の変動とそれに伴う PKA の活性化について検討を行っ
た。 Fig.17の結果よりプラゾシンによるHTGLの分泌は、ACを介した細胞内 cAMP
量の上昇の関与が示唆された。 細胞内 cAMP 量の上昇は、PKA の制御サブユニッ
トに結合し、PKA から触媒サブユニットを離し活性型となる。 Fig.18 の結果より
PKA 阻害剤によっても抑制されたことで、プラゾシンによる HTGL の分泌は PKA
の活性化の関与が示唆された。 そこでプラゾシンによる細胞内 cAMP 量の変動を測
定したところ、プラゾシンと肝細胞の温置時間の経過およびプラゾシンの濃度の増加
に伴い上昇した(Fig.19)。 更にこの上昇した細胞内 cAMP 量は、AC 阻害剤により
著しく抑制された(Fig.20)。 Morita らの報告において、ルテニウムレッドにより肝
細胞からの HTGL 分泌促進が認められる際、細胞内 cAMP 量は温置時間 30 秒にお
いて一過的な上昇を示す 79)。 しかし、本実験結果によると細胞内 cAMP 量は一過
性な上昇ではなく、時間依存的に上昇している。 これはプラゾシンによる肝細胞内
の PDE 阻害作用の影響があると考えられる 8)。 実際に、肝細胞にプラゾシンと PDE
阻害剤である IBMX とを温置しても HTGL 分泌は保持されたままであった。 また
cAMP アナログ(ジブチリル cAMP)は、HTGL の分泌を抑制すると報告 80)もあるが、
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1mM ジブチリル cAMP による HTGL の分泌は、まったく変化が認められなかった。 
これらのことより、肝細胞からのHTGL分泌にはある程度の cAMP量が必要であり、
また単一な cAMP量の上昇ではHTGL分泌は行われないことが示唆される。 一方、
Fig.21 の結果より肝細胞内の PKA 活性は、プラゾシンと肝細胞の温置時間の経過お
よびプラゾシンの濃度の増加に伴い上昇した。 これは、cAMP 量の上昇と相関して
いる。  
 以上の結果より、プラゾシンによる HTGL 分泌促進作用は、AC の活性化および
PDE 抑制を介する肝細胞内の cAMP 量の上昇が密接に関与していることが示唆され
た。 それに伴いおそらく cAMP 上昇による PKA の活性化が関与していることが示
唆された。 また、本論文第３章の結果も含め、プラゾシンによる HTGL 分泌促進
作用は、おそらく一部 Ca2+放出に次ぐカルモジュリンとの結合による CaMK-II の活













































Prazosin       －        ＋ 
2’,5’-Dideoxyadenosine (µM)   0   2     5    10      0   2  5     10   17a) 
HTGL-                           
MDL-12,330A (µM)           0  10   25   50      0   10   25   50    17b) 
HTGL-                                  
 
 
Fig. 17. Effects of Adenylate Cyclase Inhibitors  
on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
17A) 17a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of 2’,5’-dideoxyadenosine. 17b) The hepatocytes were incubated with prazosin 
(100µM, ●) or without (○) in the presence of MDL-12,330A. 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and **p<0.01. 
17B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of AC inhibitors, and 












































Prazosin           －        ＋ 
H-89 (µM)     0   10   20    50      0   10   20     50    18a) 
HTGL-                           
KT5720 (µM)  0  20   50   100      0  20   50   100      18b) 
HTGL-                                  
 
 
Fig. 18. Effects of Protein Kinase A Inhibitors  
on the Stimulatory Release of HTGL by Prazosin 
 
18A) 18a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of H-89. 18b) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or 
without (○) in the presence of KT5720. 
Significant differences compared with the control: *p<0.05 and **p<0.01. 
18B) Western blot analysis with an HTGL antibody. The hepatocytes were incubated for 60 
min with (±) prazosin after pre-incubated for 10 min in the presence of PKA inhibitors, and 
the supernatants were harvested for western blot analysis with an HTGL antibody. 
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Fig. 19. Increase in cyclic AMP Content in Hepatocytes by Prazosin 
 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) over a 
45-min period. (b) The hepatocytes were incubated for 45-min with various concentrations 
(0-100µM, ●) of Prazosin. 



































Fig. 20. Increase in cyclic AMP Content in Hepatocytes by Prazosin 
 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the 
presence of 2’,5’-dideoxyadenosine. (b) The hepatocytes were incubated with prazosin 
(100µM, ●) or without (○) in the presence of MDL-12,330A. 












































Fig. 21. Increasing Effect of Prazosin on Protein Kinase A Activity in Hepatocytes 
 
(a) The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) over a 
60-min period. (b) The hepatocytes were incubated for 60-min with various concentrations 
(0-100µM, ●) of Prazosin. 
Significant differences compared with control: *p<0.05 and **p<0.01. 
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Fig. 22. Effect of Phospholipase C Inhibitors  
on Increase in Protein Kinase A Activity by Prazosin 
 
The hepatocytes were incubated with 100µM prazosin or without (white bar) in the 
presence of U-73122 (black bar), U-73343 (cross bar). 











































Fig. 23. Effect of Calmodulin Inhibitors  
on Increase in Protein Kinase A Activity by Prazosin 
 
The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the presence 
of Trifluoperazine. 











































Fig. 24. Effect of Ca2+/Calmodulin-dependent Protein Kinase II Inhibitors  
on Increase in Protein Kinase A Activity by Prazosin 
 
The hepatocytes were incubated with prazosin (100µM, ●) or without (○) in the presence 
of KN-93. 























ンによる HTGL 分泌促進に対する PLC 阻害剤の効果について検討を行ったところ、
著しく抑制が認められた。 また肝細胞における PLC 活性を調べたところ、プラゾ
シンと温置された肝細胞における PLC の活性は上昇し、更にこの上昇した PLC 活性
は、非受容体型チロシンキナーゼ阻害剤により抑制が認められた。 すなわち、プラ




 PLC の活性化により、PIP2を基質としたセカンドメッセンジャーは IP3と DAG を
産生するが、IP3は小胞体からの Ca2+放出を促進し、DAG は PKC の活性化機構に大
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きく寄与している。 本研究においてプラゾシンによる HTGL 分泌促進作用は、小
胞体の IP3 受容体阻害剤との共存下、抑制が認められた。 一方、DAG アナログに
よる PKC 刺激、PKC や DAG の代謝経路である DGK の阻害剤では、HTGL 分泌に
変化は認められなかった。 さらに IP3による小胞体からの Ca2+放出によって細胞内
Ca2+の上昇を起こすが、プラゾシンによる HTGL 分泌は、細胞内 Ca2+キレート剤共
存下抑制された。 すなわち、プラゾシンによる HTGL 分泌は、Src チロシンキナー






内情報伝達を行う。 プラゾシンによる HTGL 分泌促進作用に PKC の関与が低いこ
とが示唆されたので、Ca2+結合タンパク質であるカルモジュリンおよび CaMK-II の
関与について検討を行ったところ、これらの各阻害剤で著しい HTGL の分泌抑制が
認められた。 すなわち、プラゾシンによる HTGL の分泌は、非受容体型チロシン





 多機能性タンパク質と呼ばれるカルモジュリンは、AC や PDE の活性調節に関与
することが報告されており、またプラゾシンは、PDE 阻害作用を有することが知ら
れている。 プラゾシンによるHTGLの分泌は、AC阻害剤によって著しく抑制され、
PKA 阻害剤によっても抑制が認められた。 そこでプラゾシンによる HTGL 分泌促
進作用に対する細胞内 cAMP の関与を検討したところ、プラゾシンによる細胞内
cAMP 量の上昇が認められた。 さらにプラゾシンにより PKA 活性の上昇も認めら
れた。 すなわち、プラゾシンによる HTGL の分泌は、AC の活性化および PDE の






シグナルが生じ、PLC の活性上昇、次いで IP3の産生増加を惹起し、この IP3により
小胞体の IP3受容体を刺激することで Ca2+放出を促し、細胞内Ca2+の増加を生じる。 
さらには増加した細胞内 Ca2+とカルモジュリンの結合、それに伴う CaMK-II の活性
化を引き起こす。 そしてさらに、CaMK-II の活性化により AC が活性化され、細
胞内 cAMP 量の上昇とそれに伴う PKA の活性化を促進する。HTGL の分泌は細胞内
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